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RESUMO 
Contexto: A isquemia e reperfusão (I/R) renal está envolvido diretamente e é a principal 
causa de insuficiência renal aguda, ocorrendo em casos como infarto por embolização ou 
trombose, quadros de septicemia e transplante renal. Esse processo é complexo, envolvendo 
respostas imunes inatas e adaptativas, presença de infiltrado celular, produção e liberação de 
citocinas e quimiocinas, desencadeando respostas celulares e liberação de espécies reativas de 
oxigênio, além de resultar em apoptose e em alguns casos necrose celular. Nesse contexto, é 
imprescindível a avaliação dos mecanismos de proteção ao tecido renal. Objetivos: O 
objetivo foi testar a solução desenvolvida M&G, avaliando sua capacidade protetora no rim. 
Métodos: Foram selecionados 18 ratos Wistar, divididos em três grupos: Sham,  Controle e 
Estudo. No primeiro,  submetido ao processo cirúrgico sem o clampeamento arterial. No 
grupo controle, foi clampeado a aorta acima e abaixo da artéria renal esquerda, sem a infusão 
de solução preservadora. No estudo, além do clampeamento, realizou-se a punção da aorta e a 
infusão contínua da solução M&G por 20 minutos a 15o C. Realizou-se a avaliação 
morfológica e imunohistoquímica com os marcadores (TNF, IL-8, HIF e VEGF). Resultados: 
Identificou-se diferenças morfológicas entre os grupos S comparados aos grupos C e E. Na 
análise dos marcadores, houve redução na intensidade de expressão do TNF e na expressão do 
VEGF. Conclusão: A solução M&G apresentou redução do processo inflamatório 
desencadeado pela I/R. 
Palavras-chave: isquemia e reperfusão/ insuficiência renal/ solução preservadora 
ABSTRACT 
Background: Renal ischemia and reperfusion (I/R) are directly involved with the acute renal 
failure, occurring in cases such as embolization or thrombosis, septicemia and renal 
transplantation. This is complex, involving innate and adaptive immune responses, cellular 
infiltrate, production and release of cytokines and chemokine, triggering cellular responses 
and release of reactive oxygen species, in addition to resulting in apoptosis and cellular 
necrosis. In this context, it is essential to evaluate the mechanisms of renal tissue protection. 
Objectives: The aim of the present study is to analyses the M&G solution developed, testing 
its protective capacity in the kidney. Methods: we selected 18 Wistar rats, divided into there 
groups: Sham, Control and Study. In the first one, submitted to the surgical process without 
the arterial clamping. In the control group, the aorta was clamped above and below the left 
renal artery, without infusion of a conservative solution. In the study, addition to clamping, 
aortic puncture and continuous infusion of the M&G solution was infused for 20 minutes at 
15o C. Morphological and immunohistochemical evaluation were done  with the markers 
(TNF, IL-8, HIF and VEGF). Results: Morphological differences were identified between 
groups S compared to groups C and E. In the analysis of the markers, there was a reduction in 
THF expression intensity and in VEGF expression. Conclusion: The M&G solution 
presented reduction of the inflammatory porch triggered by I/R. 
Keywords: Ischemia and reperfusion; renal failure; conservative solution. 
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 O rim é um órgão responsável pela homeostasia do organismo, regulando a reabsorção 
tubular de água, íons, glicose e nutrientes e removendo produtos metabólicos por meio da 
filtração glomerular. O processo de isquemia e reperfusão (I/R) renal está envolvido 
diretamente com a insuficiência renal aguda, ocorrendo em casos como infartos por 
embolização ou trombose, quadros de septicemia e transplante renal. Caracteriza-se por 
restrição no fluxo sanguíneo disponível ao órgão e um posterior reestabelecimento do 
fornecimento de sangue. Há o disparo, por conseguinte, de diversos mecanismo 
compensatório e lesivos. Estas alterações estão associadas a elevada taxa de morbi-
mortalidade .1-2 
 As alterações provocadas pela falta de sangue e consequentemente de fornecimento de 
oxigênio para as células produz uma cascata de inflamação, resultando na produção de 
adenosina trifosfato (ATP) por meio de fosforilação oxidativa mitocondrial e glicólise, 
caracterizando o processo anaeróbio de obtenção de energia.3 Este envolve complexas 
alterações vasculares e celulares, trazendo alterações estruturais e funcionais para o tecido 
renal. As células tubulares proximais são mais sensíveis à privação de ATP do que as células 
da alça de Henle e dos túbulos distais, pela alta taxa de metabolismo requerido no transporte 
de íons e limitada capacidade de trabalho em meio anaeróbio.4-5 
 O mecanismo relacionado com a lesão da I/R constitui um conjunto de eventos: 
hipóxia, liberação de espécies reativas de oxigênio, acúmulo de neutrófilos, liberação de 
radicais livres de oxigênio e enzimas líticas.3 A resposta do tecido à isquemia está diretamente 
relacionada a sua tolerância a anaerobiose e a intensidade de sua resposta à isquemia.5 Ocorre 
nesse processo inibição hierárquica das reações que consomem ATP, como redução inicial na 
síntese protéica e do DNA em favor da prioridade de sua utilização nas bombas iônicas 
(oxigen conformance).6 
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REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 Isquemia e Reperfusão 
 A definição de hipóxia/ isquemia está relacionada a diminuição do aporte de fluxo 
sanguíneo, assim, diminuição do aporte de oxigênio e nutrientes ao tecido submetido a esse 
processo. Cada tecido tem uma determinada resistência a esse período crítico, variando 
conforme a sua necessidade metabólica.  
 Em condições normais de fluxo, a célula é capaz de produzir energia por meio da 
reação aeróbia no interior da mitocôndria, resultando na formação de adenosina trifosfato 
pela via da fosforilação oxidativa. Num período de diminuição do fluxo arterial, cessa-se este 
processo, sendo que para manter suas atividades, ocorre a glicólise anaeróbia. As reservas 
energéticas, então, depletam-se progressivamente gerando alterações nas bombas iônicas, na 
permeabilidade da membrana e gerando acúmulo de ácido lático e fosfatos inorgânicos, 
produzindo um ambiente ácido no espaço intracelular e alterando as suas funções.3-7  No 
tecido renal, os túbulos proximais são mais suscetíveis a queda dos níveis de ATP e, portanto, 
as que mais sofrem comparadas aos túbulos distais e alça de Henle. 
 A depleção de ATP intracelular gera diminuição do funcionamento das bombas de 
Cálcio (Na+/Ca2+) e, por conseguinte, há acúmulo de Ca2+ intracelular. Em decorrência, as 
bombas de sódio-potássio-ATPase (Na+/K+/ATPase) também diminuem sua função, 
acumulando o íon Na+ no citoplasma. Essa alteração iônica provoca ativação das fosfolipases, 
endonucleases e proteases dependentes de cálcio, ativando o mecanismo de apoptose. 8-9 A 
necrose ocorre mais precocemente no insulto da isquemia, principalmente nos túbulos 
proximais. Isso, principalmente, pelo acúmulo de metabólitos fosfolipídicos, proteínas 
defosforiladas, rearranjo protéico e agregação.10 O mecanismo de apoptose é mais lentificado 
que a necrose, além de ser um processo dependente de ATP e programação gênica para ser 
executada.11 
 Durante o processo de I/R renal, ocorre ativação da cascata de inflamação, com 
liberação de citocinas e expressão de moléculas de adesão celular. O sistema imune apresenta 
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componente inato e adaptativo. O primeiro tem ação antígeno independente, sendo o processo 
de isquemia e reperfusão capaz de disparar a resposta inflamatória via receptor Toll-like 
(TLR).  O TLR está localizado em células endoteliais, estromais e células apresentadoras de 
antígeno (APC). O estímulo do TLR desencadeia a ativação de receptores como fator nuclear-
kB (NF-kB), p38 kinase e Jun N-terminal kinase e assim produção de citocinas e quimiocinas, 
produtos do complemento e recrutamento neutrofílico. 12 São produzidos citocinas como fator 
de necrose tumoral alfa (TNF alfa), interleucina-1 (IL-1), além de síntese de óxido nítrico 
(NO) e molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1).13 TLR-2 e TLR-4 tem sua expressão 
aumentada no processo de lesão renal aguda, intensificando o processo inflamatório. 
 Ainda no processo central da isquemia e reperfusão, as citocinas tem papéis 
importantes na regulação da inflamação. Caracterizam-se por serem proteínas regulatórias de 
baixo peso molecular ou glicoproteínas que tem ação de estímulo, regulação e efetor na 
imunidade celular.14 Sua atuação é de forma autócrina e/ou parácrina, pouca ação endócrina, 
caracterizando-se por um mecanismo de ação localizado na área ou próximo ao local de seu 
disparo. A injúria renal aguda provoca aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias 
como a IL-1, IL-6 e TNF-alfa. Sua síntese envolve interação entre citocinas e a resposta 
transcricional desencadeada pela I/R. Há um aumento na transcrição de fatores como NF-kB e 
HIF-1 (fator induzido por hipóxia-1). 
 As citocinas pró-inflamatórias, como a IFN-alfa, são capazes de induzir a expressão do 
JAK-STAT (transdutor do quinase-sinal de Janus e ativador da transcrição) . Estas vias são 
importante durante a I/R renal, críticas ao processo homeostático, inflamatório, imunológico e 
de crescimento.15 JAK ativada estimula a proliferação celular, diferenciação, migração e 
apoptose. A ligação dessas citocinas aos receptores provocam dimerização e fosforilação do 
receptor JAKs, ativando os STATs, que fosforilados, ativam a transcrição dos genes 
envolvidos nesse processo.16, 17 
 Quimiocinas são citocinas responsáveis pela migração celular e contribuem para 
ampliar o processo inflamatório, além de ação angiogênica e homeostática. São quatro tipos 
moleculares: CC, CXC, CX3C e CX. Na I/R com danos renais, a maior expressão são os tipos 
Cxcl1/KC e Ccl2/MCP-1, provocando migração de neutrófilos e monócitos, respectivamente.
18 Numa fase tardia do processo de injúria renal, há um domínio de macrófagos, pela maior 
expressão do receptor Cx3cr1.19 Outras quimiocinas estão envolvidas no processo de isquemia 
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e reperfusão como Cxcl10/IP-10 e Ccl17/TARC, que tem ação de quimiotaxia de células T, 
envolvidas em fase tardia da injúria provocada.20 
 Há ainda a participação de metaloproteinases (MMPs) que realizam turnover da matriz 
extracelular e degradação de proteínas bioativas. Caracterizam-se por proteases da família 
zinco-dependentes. Na injúria renal, a MMP-2 e MMP-9 são as que maior apresentam 
expressão, tendo ação deletéria no contexto da necrose tubular aguda. Concentram-se nas 
regiões tubulointersticiais, provocando injúrias microvasculares e morte celular.21 
 O sistema do complemento é um conjunto de reações envolvidas em regular a cascata 
inflamatória, em resposta a um estímulo nocivo e reparo tecidual. Há três vias de ativação 
desse sistema, que são: clássica, lectina (LP) e alternativa, convergindo para formação do 
complexo de ataque de membrana (MAC). Evidenciam -se disparos da via alternativa 
relacionada ao processo de isquemia e reperfusão com aumento de C3a e consequente 
aumento da produção de quimiocinas da família CXC relacionadas a injúria de células 
tubulares. A principal via envolvida na I/R renal é a lectina. O disparo dessa via ocorre na 
ausência de anticorpo pela ligação de polissacarídeos microbianos a lecitinas circulantes, tais 
como a lecitina de ligação à manose plasmática (MBL), ou a lectina que reconhecem N-
acetilglicosamina. Colectinas, MBL, proteínas surfactantes e ficolinas são moléculas que 
comumente ativam o sistema lectina. A MASP-2 (MBL- associated serine proteases) é a 
colectina ligada ao MBL mais importante na ativação da LP.22, 23 
 O endotélio vascular está exposto as alterações que ocorrem do processo de isquemia e 
reperfusão renal. As células endoteliais tem importância fundamental no tônus vascular, 
resposta leucocitária e responsividade da musculatura lisa. 
 A estrutura do néfron possui glomérulo e túbulos divididos em diferentes áreas com 
diferente distribuição de vasos. Há divisão entre córtex, medula externa e interna, como 
mostrado na Figura 1A.24 Nessas respectivas localizações, ocorrem variações nas 
distribuições de vasos sanguíneos e consequentemente há diferentes gradientes de 
concentração de oxigênio da região periférica para a região central do rim.(Figura 1B) A 
injúria endotelial provoca intensa vasoconstrição decorrente de aumento dos níveis de 
endotelina-1, angiotensina II, tromboxanos A2, prostaglandina H2, leucotrienos C4 e D4, 
adenosina e estimulação simpática, somado a diminuição da produção de agentes 
vasodilatadores como óxido nítrico, acetilcolina e bradicininas.24 Além disso, há 
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vulnerabilidade desses capilares a oclusões, decorrentes de interação entre sistema 
inflamatório, vasoconstrição e sistema de coagulação, ampliando as lesões provocadas pela 
isquemia.  
 Como resposta, há um aumento da permeabilidade vascular e adesividade leucocitária 
no endotélio dos vasos renais. Os leucócitos são ativados por diversos fatores locais, 
incluindo citocinas, quimiocinas, eicosanóides e espécies reativas de oxigênio (ROS), 
resultando em aumento da adesividade molecular, com maior expressão de moléculas de 
adesão no endotélio, como o ICAM-1, e aumento da expressão de contra-receptores nos 
leucócitos. O resultado dessa interação provoca ativação leucocitária e obstrução capilar, além 
de migração leucocitária e produção de citocinas, ampliando a inflamação. A injúria sobre o 
endotélio ainda gera perda do glicocálix, alteração do citoesqueleto, alteração do contato 
célula-célula e perda da matriz perivascular, culminando no aumento da permeabilidade 
microvascular.24-26 
 A injúria provocada pela I/R renal gerar alterações nas células endoteliais, células dos 
túbulos renais e leucócitos, decorrentes de alterações do sistema homeostático. Nos túbulos, 
principalmente os proximais, há expressão de uma molécula inibidora do complemento, 
denominada Crry, que normalmente se deposita na membrana basolateral das células. Após o 
processo de I/R, ocorre redistribuição dessa molécula na célula, permitindo deposição de C3. 
Isso provoca a ativação do sistema complemento, desencadeando produção de citocinas e 
quimiocinas envolvidas no processo inflamatório, tais como TNF-alfa, proteína quimiotática 
de monócitos-1 (MCP-1), IL-8, IL-6, fator de crescimento e transformação-beta (TGF-beta), 
RANTES (regulador da ativação normal de células T expressas e secretadas) e outras. 
Ademais, há superexpressão de TLR4 nas células epiteliais, importantes na sinalização da 
injúria.27-28 Os túbulos proximais expressam o complexo principal de histocompatibilidade II 
(MHC II) e, então, apresentam antígenos às células T, estimulando o processo inflamatório. 
 Há controvérsia sobre a atuação dos neutrófilos no processo de I/R renal, onde há 
estudos que mostram que sua inibição é fator protetor e outros que não evidenciam essa ação. 
Entretanto, eles participam provocando principalmente na geração de radicais livres e 
proteases, mieloperoxidades e citocinas, além de serem importantes mediadores da imunidade 
inata. Pela degranulação são capazes de provocar danos ao tecido renal.25,27 (Figura 2) 
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Figura 1.  A- Anatomia normal do néfron e sua divisão, evidenciando a distribuição de vasos 
no seu interior. B - Esquema de vasos retos mostrando a distribuição do gradiente de O2 
dentre as diferentes regiões do rim.  
Fonte: adaptado de Bonventre JV e Yang L (2011) 
  Os monócitos são células de defesa circulantes na corrente sanguínea e pela 
lesão provocada na I/R migram para os tecidos, onde se diferenciam em macrófagos e células 
dendríticas. Essa migração ocorre logo após a reperfusão, persistindo até 7 dias do processo. 
Os macrófagos tem função de fagocitose, além de produzir moléculas pró-inflamatórias (IL-1 
alfa, IL-6, IL-12p40/70 e TNF-alfa) e indução de apoptose. Há macrófagos do tipo M1 e M2. 
O M1 produz espécies reativas de oxigênio e citocinas inflamatórias, estimulando a resposta 
imune Th1. Já M2 são diversos, ligados a “pró-reparo”, estando ligados principalmente a 
resposta Th2.24, 25, 27 
 22
 Concomitantemente, há aumento do número de células dendríticas renais que são um 
importante link entre a imunidade inata e adaptativa durante a I/R. A células dentríticas 
tornam-se maduras pela expressão de altos níveis de MHC classe II. Maduras, as células 
dendríticas são especializadas em ativação das células T, induzindo a resposta antígeno 
específica (imunidade adaptativa). Além disso, são  produtoras de fatores pró-inflamatórios 
que estimulam as células Natural Killer T (NKT) pela via CD40-CD40L e via glicolipídica, 
resposta imune inata.24, 25, 27 
 Os linfócitos são mediadores da imunidade adaptativa. As células T necessitam da 
apresentação de antígenos pelas APCs por intermédio dos receptores de células T (TCR). Já as 
células B não necessitam da apresentação do antígeno. É descrito que eles participam tanto do 
processo de injúria tecidual quanto do processo de reparo tecidual na I/R.29 A ação dos 
linfócitos B na I/R é pequena, mas importante na interação com as células T para a produção 
de anticorpos específicos. A produção de células T associado a citocinas (IL-1 e RANTES) e 
moléculas de adesão leucocitária como a selectinas, CD11/ CD18 e ICAM-1, ocorrem durante 
o processo de I/R.30  As vias de linfócitos T helper 1 (Th 1) associado a CD4+ são importantes 
mediadores da I/R, além da interação entre o IFN-gama, que está associada a estímulo da 
injúria precoce renal.31  
 Neste processo de inflamação, há ainda a presença das células Natural Killers T 
(NKT), uma população específica de linfócitos que apresentam receptores das células NK e 
das células T. São importantes como reguladores da secreção de citocinas como IL-4, IL-10 e 
interferon gama, participando da fase precoce da inflamação renal e estimulando os Th1 e Th2 
da resposta imune inata. Simultaneamente, há amplificação e regulação da função das células 
dendríticas e células T convencionais, intermediando as respostas imunológicas inata e 
adaptativa.25,27 (Figura 2) 
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Figura 2.  Resposta imune inata e adaptativa relacionada ao processo de isquemia e 
reperfusão. Inicialmente há um rápido influxo de células inflamatórias pelas alterações 
endoteliais. Há aumento da expressão de moléculas de adesão e TLRs no epitélio renal, 
intensificando a resposta imune. Há contribuição da resposta imune inata por neutrófilos, 
macrófagos, células NK e células dendríticas, além do sistema adaptativo, pelas células T, 
participando da injúria renal. Citocinas e o sistema complemento participam do processo de 
injúria e também do processo de reparação.  
Fonte: Adaptado de Jang (2009) 
 As alterações celulares decorrentes do processo de I/R dependem principalmente da 
suscetibilidade do tecido em consequência da demanda energética, localização em relação a 
disposição no rim, a perfusão sanguínea no local, além do status de oxigenação e 
permeabilidade de membrana. Em decorrência disso, os túbulos proximais e a alça ascendente 
de Henle são as regiões de maior suscetibilidade. O tempo de isquemia também influencia no 
grau de lesão celular, sendo menor que 15 minutos, os níveis de ATP se recuperam de forma 
rápida, já o período maior que 30 minutos, tem uma recuperação mais lentificada. A 
quantidade de ATP após duas horas do processo de I/R  tem relação direta com o grau de lesão 
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provocada no tecido renal.32 Junto com a demanda necessária, há uma perda da estrutura 
celular decorrente do processo de isquemia. As alterações mais precoces são as perdas das 
microvilosidades renais, decorrentes das alterações do citoesqueleto. Há perda de f-actina 
(filamentos) da região apical do microvilo, dos complexos funcionais da região terminal e de 
fibras de stress, além de perda da polaridade celular, provocando mudanças nos 
transportadores apicais e basolaterais e junções laterais.33, 34 
 Além dessas alterações, a depleção de oxigênio provocada na I/R é desencadeada a 
formação de espécies reativas de oxigênio. Em decorrência do prolongado tempo de isquemia, 
há prejuízos no substrato para a formação de ATP. Normalmente o ATP é degradado em 
adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP), além de por meio da 
5’nucleotidase, o AMP é degradado em adenosina, inosina e hipoxantina. ATP, ADP, AMP e 
inosina monofosfato (IMP) são substratos de pouca permeabilidade celular, enquanto o 
restante pode se difundir para fora da célula. Além disso, a hipoxantina pode ser convertida 
pela xantina oxidase em ácido úrico. Estas vias provocam diminuição do substrato para a 
formação de ATP.35, 36 Soma-se a isso, o mau funcionamento das mitocôndrias  decorrentes da 
isquemia e reperfusão, ativando vias de morte celular e produzindo espécies reativas de 
oxigênio. 
 Há uma alteração do processo de permeabilidade da membrana mitocondrial, isso 
decorre de um edema e mau funcionamento das funções energéticas e como consequência há 
perda da habilidade de manter um gradiente de H+ necessário para a produção de ATP pela via 
F1F0-ATPase. Ademais, ocorre influxo de K+ para o interior da mitocôndria favorecendo o 
edema. Esse processo de perda do gradiente ainda pode ser estimulado por peróxido de 
hidrogênio, butil hidroperóxido ou xantina/ xantina oxidase.36-38 
 Durante a I/R, ocorre intensa produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 
causadas pelo stress oxidativo e pelas mudanças na fosforilação oxidava mitocondrial. Essas 
alterações são importantes vias para a gênese da injúria renal aguda. As espécies reativas de 
oxigênio mais envolvidas no processo de injuria renal são o ânion superóxido, peróxido de 
hidrogênio, radical hidroxil, além de produtos reativos como oxido nítrico e peroxinitrito.36 
Esses produtos são capazes de lesar a célula renal por meio da peroxidação lipídica, oxidação 
da cadeia lateral de aminoácido, formação de ligações cruzadas entre proteínas, fragmentação 
protéica pela oxidação do seu esqueleto peptídico, além de dano do DNA.39 Estes radicais 
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livres sofrem ação de sistemas enzimáticos como, por exemplo, a superóxido dismutase e 
hidroperoxidases (catálase e glutationa peroxidase) encontrados na mitocôndria e citosol. 
Portanto, a mitocôndria é um local de preferência para a produção de ROS, que por seguinte, 
provocam injúria da mesma, prejudica as funções celulares e promove a apoptose.40 A 
formação dos ânimos superóxidos se da pelo ganho de um elétron ao oxigênio. O radical 
hidroxil resulta da interação entre peróxido de hidrogênio e íon superóxido, catalisados pelo 
ferro. Já o ânion superóxido reage com óxido nítrico e forma o perinitrito. Hidrogênio 
peroxidase tem característica de permeabilidade, podendo se difundir e causar lesões distantes 
do local gerador.41 Ademais, nesse processo ocorre down regulation dos sistemas 
antioxidantes tais como catalase, superóxido disputasse e glutationa peroxidase, mecanismos 
envolvidos nas alterações provocadas pela I/R.42 
 O óxido nítrico (NO) é um outro radical livre marcador de injúria provocada pela I/R. 
Sua formação é possível através da ação de três óxido nítrico sintases (NOS).  A NOS 
endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (nNOS) estão presentes em baixas concentrações e 
pouco interferem na lesão provocada. A NOS induzível (iNOS) tem a capacidade de provocar 
expansões na produção de NO durante esse processo e desencadear aumento em seu níveis, 
principalmente nos túbulos renais proximais. Os efeitos deletérios se dão pelo próprio NO, 
ânion peroxinitrito ou espécies reativas geradas pelo NO. Podem provocar depleção de ATP e 
alterações das membranas plasmáticas, além de inativação de proteínas envolvidas no 
transporte de elétrons nas mitocôndrias. Podem ainda produzir alterações no DNA e perda da 
integridade do citoesqueleto.41, 42  
 A consequência dessas alterações celulares e do processo inflamatório resultam em 
apoptose ou necrose do tecido renal. O primeiro está associado a alterações nucleares e 
citoplasmáticas, fragmentação de DNA e ativação de endonucleases. Já o segundo, relaciona-
se a um estado crítico com a morte celular não programada. Esses mecanismos compartilham 
vias semelhantes e participam da injúria renal tubular aguda. 
 A apoptose tem diferentes vias associadas que resultam nessa injúria. Há receptores na 
superfície celular, principalmente a super-família de fator de necrose tumoral (TNF), que são 
receptores que induzem ao um sinalização complexa de indução de morte celular. Receptores 
TNF-alfa e Fas são os mais envolvidos nas alterações tubulares.43,44 Há ainda a necessidade 
de fatores de crescimento para sobrevivência celular e sua deficiência está ligada a indução de 
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apoptose. Esses fatores de crescimento, como o fator de crescimento epiderme (EDF), são 
necessários para a recuperação celular após I/R. A apoptose é ainda regulada por genes pró-
apoptóticos e antiapoptóticos, sendo esses primeiros p53, c-myc, c-fos e c-jun. Do segundo 
grupo, principalmente o bcl-2 e bcl-XL. A bcl-2 é a família de proteínas mais caracterizada 
como efetor antiapoptótico, pois inibe a alteração da transição de permeabilidade mitocondrial 
(MPT), resultando na produção de radicais livre, além de depleção ATP e ativação de outras 
proteínas relacionadas a indução da apoptose como fatores indutores de apoptose e caspases. 
No contraponto, Bax ou Bad são aceleradores desse processo, inibindo a função do bcl-2 ou 
bcl-XL.45,46 
 A mitocôndria tem papel central no processo de apoptose e necrose. As vias 
reguladoras nessa organela são: 1) mudanças na MPT que disparam a apoptose, enquanto 
estabilização da mesma pelas proteínas antiapoptóticas impedem seu disparo. 2) abertura de 
poros desregula o volume mitocondrial e desencadeia ativação da caspase-9, formando 
complexo com Apaf-1. 3) produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e diminuição da 
produção de ATP são disparadas pelas alterações dos MPT, além de aumento do cálcio 
intracelular, disparos para a apoptose. A diminuição do ATP paralisa os canais de cálcio 
(bomba Na+/Ca+2), acumulando cálcio intracelular e também sódio pelo impedimento da 
remoção pela Na+/K+/ATPase. O cálcio intracelular ativa a fosfolipase-A2, endonucleases e 
proteases, disparando sinais apoptóticos. O estado redox na mitocôndria também é 
determinante para esse processo.42,46 
 Na I/R renal, a ativação do sistema renina-angiotensina (RAS) e elevação da produção 
de angiotensina II (AgII) são importantes por desencadear constrição de vasos renais, 
alteração na sensibilidade ao sistema simpático, inflamação, hipercelularidade, causar estresse 
oxidativo e induzir a apoptose, além de alterar a disponibilidade de NO. Além disso, a AgII é 
estimulador para a proliferação de células mesangiais e/ou apoptose.42,47,48 
 As alterações morfofisiológicas observadas na I/R se caracterizam principalmente na 
necrose tubular aguda (NTA). A NTA é composta por três fases distintas. A fase inicial se 
caracteriza por diminuição da taxa de filtração glomerular associada a lesões dos túbulos e é 
possivelmente reversível. Numa fase de estabilização ocorrem alterações hemodinâmicas e 
alterações histológicas como perda das bordas em escova dos túbulos, vacuolização e 
achatamento dos túbulos proximais e dilatação dos mesmos. Ainda ocorre edema intersticial e 
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infiltração leucocitária. Os túbulos distais podem apresentar oclusões e, então, apoptose. Há 
uma terceira fase associada de recuperação ou diurética, onde se restaura a arquitetura e 
retoma a filtração glomerular.41 ROS também tem influência de promover a expressão e 
fatores de crescimento e, então, participam do processo de regeneração e reparo da última fase 
de NTA, auxiliando no retorno a normalidade da função renal.  
2.2 Citocinas inflamatórias 
 A isquemia e reperfusão renal é um processo extremamente complexo, envolvendo 
diversas vias que resultam em liberação de citocinas, migração de leucócitos, ativação do 
sistema complemento, produção de espécies reativas de oxigênio entre outros, já acima 
referidos. Em meio a isso, objetivou-se o melhor entendimento das substâncias relacionadas 
ao esse mecanismo. 
 As citocinas são moléculas capazes de regular o crescimento, morte, diferenciação e 
função de outras células. São convencionalmente classificadas por pertencerem a uma de seis 
famílias: interleucinas, a família do fator de necrose tumoral, interferons, fatores de 
estimulação de colônia, fatores de crescimento e quimiocinas. 
 Estas substâncias são produzidas durante a fase de ativação e fase efetora da 
imunidade para mediar e regular a resposta inflamatória e imunitária. Tem uma vida biológica 
relativamente reduzida e são capazes de estimular células com recetores específicos na 
membrana da célula alvo, apresentando uma ação extremamente potente. Podem atuar sobre 
muitos tipos celulares diferentes, induzir efeitos diversos sobre as mesmas células alvo de 
forma separada no tempo ou simultaneamente e influir na ação de outras citocinas de forma 
sinérgica ou antagônica. 49,50 
  
2.2.1- Fator de necrose tumoral (TNF) 
 O fator de necrose tumoral (TNF-alfa) está envolvido em diversas doenças que 
acometem o rim, como nefrite autoimune lúpica, glomerulonefrite, sepse, nefropatia diabética 
e o quadro de I/R renal, entre outras. Caracteriza-se por um polipeptídeo inflamatório, que 
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pode se ligar a dois tipos de receptores: receptor TNF tipo 1 (TNF-R1), que está envolvido na 
resposta proinflamatória e o receptor TNF tipo 2 (TNF-R2), relacionado a hematopoiese.49 
São produzidos por infiltrado de monócitos e por células mesangiais glomerulares. O gene 
envolvido na produção está localizado  no antígeno leucocitário humano (HLA) classe III, no 
cromossomo 6p21.3. Por estar ligado ao complexo de histocompatibilidade, há um 
polimorfismo genético associado a região produtora de TNF-alfa.50 A sua produção está 
ligada a ativação de p38 quinase e NFkB, sendo disparados pelas espécies reativas de 
oxigênio. Os efeitos dessa molécula sobre o rim estão relacionados a diminuição do fluxo de 
sangue glomerular e taxa de filtração, além de induzir a síntese de outros mediadores 
proinflamatórios como IL-1, aumento da permeabilidade glomerular, provocando depósito de 
fibrina e estimulando a infiltração celular, por ativação de moléculas de adesão como ICAM-1 
e selectina.51 O TNF também é promotor de apoptose celular, por meio da sua ligação com 
TNFR1 ou receptor Fas, que ativam o receptor de interação proteíca (RIP), ativando as 
endonucleases e, então, promovendo a fragmentação do DNA e apoptose.50,52,53 
 O complexo mecanismo de ativação provocado pela ligação do TNF-alfa aos 
receptores TNFR1 e TNFR2 desencadeiam sinalizações para inflamação, apoptose e necrose . 
TNFR1 interage com o TRADD (fator de contenção da morte celular), recrutando o TNFR 
associado aos TRAFs (fatores associados ao TNFR), que interagem com proteínas inibidoras 
da apoptose celular (c-IAP1/2), formando o complexo de sinalização do receptor TNF (TNF-
RSC). Há também ativação de vias como proteíno-quinase ativadas por mitógenos (MAPK), 
que incluem JNK e p38. Além disso, o complexo associado ao uniquitin, contendo HOIL-1, 
HOIP e Shrapin, formam o LUBAC (complexo linear uniquitin). Forma-se os complexos 
IKKgama/IKK e TAK1(TGF beta- quinase1)/TAB1/TAB2 (TAK 1 ligado a proteínas 1 e 2). 
AP-1 (proteína ativada-1) e NF-kB se ligam ao DNA e realizam a transcrição e inicia a 
expressão gênica. Outra via é por meio da ativação da caspase 8, diminuindo o potencial de 
membrana mitocondrial, ativando o citocromo C. O citocromo C associado a Aparf1 (fator 
ativador de protease apoptótica), juntamente com a caspase 9, disparam o processo de 
apoptose. Nesse mesmo complexo, o RIP 1 pode associar-se com o RIP3 formando o 
complexo de necrosomo, que interagem como o MLKL ( proteína dominante quinase) e como 
a família fosfoglicerato mutase membro 5 (PGAM5), ativando a proteína defosforilase 
dinâmica 1 (Drp1) e desencadeando a necrose. (Figura 3)52 
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Figura 3. Vias de ativação do TNF para inflamação, apoptose e necrose.  
Fonte: Adaptado de Chu (2013). 
2.2.2- Fator induzido pela hipóxia (HIF) 
 Nessa complexo ambiente produzido pela hipóxia, a regulação protéica provocando 
adaptação tecidual e resposta celular é pelo fator induzido pela hipóxia (HIF). Da família de 
reguladores Per-Arnt-Sim (PAS), fazem parte o HIF-1 e HIF-2.  O HIF tem duas subunidades: 
alfa (oxigênio-sensível) e  beta (constitutiva). Há participação de genes com regiões 
regulatórias a hipóxia. O HIF-1alfa é encontrado no núcleo de células tubulares renais, onde 
dimerizar com HIF-1beta para tornar-se HIF-1 ativo. O HIF-2 localiza-se predominantemente 
em endotélio e células intersticiais do rim. São controlados pela proteína de von Hippel-
Lindau (pVHL), que é uma proteína supressora de tumor, que se liga ao HIF alfa para 
degradação por meio do complexo E3 ubiquitin ligase. Durante o quadro de hipóxia, há 
diminuição da formação do complexo que degrada a HIF, acarretando acúmulo da mesma. O 
 30
HIF alfa translada para o núcleo e provocando a transcrição de genes alvos. Além da hipóxia, 
espécies reativas de oxigênio, oxido nítrico, cloreto de cobalto, fator de necrose tumoral alfa e 
angiotensina II estão envolvidos na regulação da produção de HIF. O HIF está relacionado a 
regulação de muitos processo biológicos relacionados a função renal, como metabolismo 
energético,  transporte de glicose, angiogênese, eritropoese, homeostasia do ferro, migração 
celular,  apoptose, regulação vasomotora e interações celulares.54, 55 Além disso, o HIF-1 está 
relacionado a aumento de atividade citoprotetora na hipóxia renal, induzindo a produção de 
fator estimulador de crescimento endotelial (VEGF), heme oxigenase-1 (HO-1), inbidor da 
ativação de plasminogênio-1 (PAI-1), inibidor da metaloproteinase tecidual (TIMP-1) e 
eritropoetina (EPO). Há, também, interferência da HIF na fase crônica da hipóxia. Essas 
lesões estão relacionadas a perda microvascular e tem potencial de potencializar a fibrose 
tecidual por mecanismos como regulação direta dos fatores fibrogênicos e sinérgicos ao fator 
transformador de crescimento beta 1 (TGF-beta1); atua na formação do transição epitelial 
para mesenquimal (EMT); além estar envolvida no processo de inflamação.56  
 Então, a participação do HIF-1 no estado de I/R  pode induzir a expressão de genes 
pró-morte e pró-sobrevivência , mas o que determina entre um ou outro resultado ainda é 
incerto na literatura.57 
2.2.3- Fator endotelial de crescimento vascular (VEGF) 
 O fator endotelial de crescimento vascular está relacionado a ação pro-angiogenese após o 
processo de isquemia e reperfusão. Durante o período de isquemia, as mudanças locais ativam vias 
que resultam em neovascularização como proliferação, migração e remodelamento das células 
endoteliais, bases para a formação de novos vasos sanguíneos. O gene do VEGF é localizado no 
cromossomo 6p21.3. Há diferentes subtipos tais como VEGF121, VEGF165 e VEGF189 expressos no 
ser humano. O VEGF se liga ao receptor, muda a conformação e ativa a via, causando o influxo do íon 
sódio, regulação da fibrinólise, indução da expressão de interinas nas células endoteliais e resulte na 
angiogenese e integridade dos novos vasos. As principais funções estão relacionadas a ligação do 
VEGF com o VEGF receptor 2 (VEGFR-2). A ligação ao VEGFR-1 é pouco elucidada na literatura 
atual. A principal sinalização após a ligação com o receptor é através do receptor contendo domínio 
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(KDR). Isso resulta em aumento da permeabilidade vascular. Há por meio da dimerização do receptor 
e por meio de ativação da PCLgama-PKC-Raf kinase-MEK-ativação mitogenica da proteína quinas 
(MAPK), estimulando a proliferação celular. Por meio da ativação da fosfatidilinositol 3’-quinase 
(PI3K)-Akt, aumentado a sobrevivência das células endoteliais. Ademais, a ativação das mudanças do 
citoesqueleto e induz a migração celular.58,59 (Figura 4) 
 
Figura 4- Família de moléculas de VEGF e receptores.   
Fonte: adaptado de Kerbel (2008) 
2.2.4- Interleucina 8 (IL-8) 
  
 A interleucina 8 é uma quimiocina envolvida no processo de isquemia e reperfusão 
pertencente à uma superfamília de quimiocina, na qual há mais de 40 conhecidas. Uma das 
principais características da IL-8 é sua capacidade de variações de níveis de expressão, tendo 
uma baixa produção em condições normais, mas que rapidamente estimulam sua produção em 
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decorrência de estímulos como TNF, interleucina 1, produtos bacterianos ou virais, I/R e 
estresse tecidual. IL-8 pode ser sintetizada por diferentes tipos celulares e há três vias 
possíveis para produção da mesma. A primeira se caracteriza pela ativação do gene promotor. 
A segunda é a ativação transcricional do gene pelo fator nuclear-kB (NF-kB) e a proteína 
quinas JUN—terminal. Já a terceira, é a estabilização do mRNA pela proteína quinase p38 
ativadora mitogênica. A figura 5 evidencia os sistemas de ativação e produção da IL-8.60,61 
Sua principal função no processo de isquemia e reperfusão está ligado a capacidade de ativar 
a infiltração leucocitária, principalmente neutrófilos, além de ativar sua degranulação, 
contribuindo para a lesão provocada no processo de I/R. Sua síntese é acentuada durante o 
processo de reperfusão renal.62 
Figura 5. Regulação do processo de transdução via citoquinases do gene IL-8. A ligação da 
IL-1 e do TNF-alfa nos receptores celulares resultam em formação do complexo multimérico 
e recrutamento das proteínas TRAF6 ou TRAF2, respectivamente. Há ativação, então, das 
MAPKK, tais como TAK1, NIK ou MEKK1. TAK1 ou MEKK1 ativa a MKK7 (MAPK 
quinase)-JNK (JUN-N-terminal quinase) e IKK-beta/-gama (IkB quinase). JNK se liga a 
proteína AP-1 (proteína ativadora-1), enquanto que a IkB  conecta-se a NF-kB, disparando a 
transcrição. Há modificações pós-translacionais como fosforilação, acetilação, coativação, 
resultando em remodelamento do IL-8. Isso confirma o complexo multiproteíco envolvido na 
produção de IL-8.  
Fonte: adaptado de Hoffman (2002) 
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2.3- Proteção renal 
 O processo de isquemia e reperfusão renal é complexo, envolvendo respostas imunes 
inatas e adaptativas, presença de infiltrado celular, produção e liberação de citocinas e 
quimiocinas, desencadeando respostas celulares e liberação de espécies reativas de oxigênio, 
além de resultar em apoptose e em alguns casos necrose celular. Nesse contexto, é 
imprescindível a avaliação dos mecanismos de proteção ao tecido renal. Há diversas 
pesquisas que avaliam cada parte do mecanismo de resposta a essa agressão e onde é possível 
agir reduzindo as alterações provocadas. 
 O estresse oxidativo é responsável por disparo do processo de inflamação, aumento de 
vasoconstritores, além de induzir a apoptose e necrose tubular no tecido renal. O mecanismo 
de adesão celular aumentados provocam a migração de leucócitos para o sítio lesado e assim 
disparos para a o estresse oxidativo, enzimas proteolíticas e citocinas, intensificando o 
processo de lesão celular. Há diversas substâncias estudadas que são comprovadamente 
redutoras da resposta oxidativa. Entre elas, a intermedina que supre a produção de ICAM-1, 
P-selectina, até de inibição da apoptose tubular. 63 
 O alopurinol é conhecido por seu mecanismo de ação inibindo a xantina-oxidase, que 
é responsável por catalizar a conversão de hipoxantina para xantina e xantina para ácido 
úrico, inibindo sua formação além de diminuir a espécies reativas de oxigênio (ROS).  Além 
disso, estabiliza os canais de cálcio e reduz os danos mitocôndrias provocados pela I/R.64 
 Estudos que se iniciaram em 1986 com Murry et al. com o miocárdio de cães, 
evidenciaram efeito protetor do precondicionamento  isquêmico em resposta ao processo, 
interferindo nas lesões provocadas pela I/R.65 Desde então, diversos estudos avaliam o efeito 
protetor em tecidos renais.  
 O precondicionamento isquêmico pode ocorrer no local onde sofrerá a I/R (LIPoC) ou 
a distância (RIPoC). Há diversos protocolos relacionando tempo entre o condicionamento e o 
episódio de I/R, sem uma conclusão clara de tempo, mas evidenciando-se melhora nos 
eventos isquêmicos que ocorrem mais tardiamente (>24 horas) em relação ao 
condicionamento. Uma metanálise, publicada em 2016,66 concluiu que houve efeito protetor 
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tanto a LIPoC quanto a RIPoC, baseado na redução da creatinina sérica, uréia nitrogenada e 
histologia do tecido renal.  
 Os principais mecanismos relacionados ao precondicionamento isquêmico estão 
relacionados a maior produção de antixoxidantes endógenos que diminuem o estresse 
oxidativo intracelular. Há também aumento da produção de autacóides (adenosina, opióides, 
entotelina e bradicinina).67 
 A hipotermia é usada rotineiramente nos transplantes como forma de diminuir as 
lesões provocadas pela I/R. Ocorre uma lentificação do metabolismo celular, além de reduzir 
o estresse oxidativo, reduzindo a inflamação no órgão específico e também em outros que não 
estejam envolvidos diretamente. Entretanto, a hipotermia prolongada ativa genes da apoptose 
e podem provocar alterações na bomba de Na+/K+/ATPase e lesões no citoesqueleto, 
desencadeando lesões tubulares. Este mecanismo lesivo é tempo-dependente e contribui para 
a lesão provocada pela I/R.68 
 As principais alterações provocadas pela isquemia associada a hipotermia são 
metabolismo lentificado, redução da demanda de oxigênio, redução da depleção de energia, 
trocas de metabolismo aeróbico para anaeróbico, mudanças na regulação do pH, 
redistribuição de íons e água através da membrana celular, atenuação natural dos mecanismos 
de defesa contra radicais livres de oxigênio, mudanças no citoesqueleto, mudanças de fase da 
membrana e perda de fosfolipídios e redução da apoptose ou necrose celular.69 
 Um estudo recente de Santos et al., comparou diferentes temperaturas associadas a 
marcadores do estresse oxidativo mostrou aumento de ação da catalase durante hipotermia 
profunda (4oC) associando o nível de temperatura menor ao maior efeito anti-oxidante, 
entretanto não houve maior proteção do tecido quando avaliado   microscopicamente.68 
 Quando se avalia a preservação de órgão nos casos de transplante, há diversos tipos de 
mecanismos de preservação, sendo os dois principais a hipotermia estática simples (SCS) e a 
máquina de perfusão hipotérmica (HMP).  A primeira é o principal método estático 
empregado, enquanto a segunda está relacionada a preservação dinâmica. SCS conta com o 
efeito da hipotermia podendo ser associado a soluções preservadoras, modificando o ambiente 
para amenizar as mudanças moleculares. O HMP depende da ativação do metabolismo 
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residual, dependente da geração de energia e assim de uma perfusão pulsada. Pode estar 
associada a hipotermia ou a normotermia.69 
 As soluções protetoras em relação a I/R podem ser definidas como intracelulares e 
extracelulares. A intracelular possui características de maior concentração do íon potássio na 
sua composição. Já a extracelular, alta concentração de sódio. Os principais componentes das 
soluções preservadoras são descritas na tabela 1, extraída do artigo de Rosa et al.70 
Tabela 1.  Componentes das soluções preservadoras e suas funções. 
Fonte: adaptado de Rosa (2017) 
 Existem diversos tipos de soluções com características distintas na tentativa de reduzir 
os danos provocados pela I/R. As mais comumente utilizadas na prática clínica são as 
soluções de Euro-Collins, University of Wisconsin (UW) e Custodiol. 
Componentes Funções Exemplos




Colóide Reduz o edema intersticial e 
edema das células endoteliais
hidroxietil, polietileno glicol
Tampão Mantém o pH fisiológico e 
combate a acidose 
Citrato, histidina, fosfato
Eletrólitos Mantém a concentração de 
eletrólitos intracelular
Cálcio, cloreto, magnésio, 
magnésio sulfato, potássio, 
sódio
Antioxidantes Reduz os radicais livres 
derivados de oxigênio
Glutationa (diminuí o RL), 
alopurionol (Inibe a ação da 
xantina oxidase), triptofano 
(estabiliza a membrana e 
previne as lesões oxidantes)
Aditivos adenosina(restaura fosfato de 
alta energia), cetoglutarato 




 Solução de Collins: 
  
 É caracterizada por alta concentração de potássio e uma barreira osmótica dada pela 
glicose. Possui características semelhantes ao ambiente intracelular e, assim, é ideal para 
curtos períodos de proteção, pois a glicose migra e aumenta a acidose lática. A modificação 
produzida na Euro-Collins é a substituição da glicose por manitol, além da adição de fosfato, 
permitindo maiores períodos de proteção renal, impedindo suas maiores complicações.69 
 University of Wisconsin (UW): 
  
 É um tipo de solução intracelular, com baixa concentração de Na+ e alta concentração 
de K+. A adição de substâncias inertes como lactobionato e raffinose, melhoraram a função 
fisiológica e  causam menores danos aos rins. Há uma prevenção do edema, portanto, além da 
suplementação com precursor de ATP (adenosina) e defesa antioxidante (alopurinol e 
glutatione).69 
  
 Solução de Custodiol: 
 A solução de histidina-triptofano-cetiglutarato (HTK) é conhecida como solução de 
Custodiol e tem características do tipo extracelular. Apresenta um forte tampão (histidina) 
associado a barreira osmótica (manitol) e aminoácidos com baixa permeabilidade (triptofano 
e cetoglutarato). Isso propicia estabilização da membrana celular e substrato para 
metabolismo anaeróbio. Há uma baixa concentração de eletrólitos como K+ além de baixa 
viscosidade, tonando-se mais fluído e resfriando mais rapidamente o órgão, reduzem o 
vasoespasmo, que pode ser induzido pelo K+.69 
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 Além dessas soluções preservadoras clássicas acima descritas, outras tem sido 
desenvolvidas com o objetivo de melhorar as características dos tecidos preservados. No 
laboratório de Microprocedimento e Pesquisa Vascular da UNICAMP foi desenvolvida uma 
solução preservadora denominada M&G por Guillaumon em 2005. Apresenta características 
extracelulares, contendo maior quantidade de Na+ e menor quantidade de K+, como eletrólitos. 
Utiliza-se do fosfato com tampão e da glicose como impermeabilizante. A solução foi testada 
previamente em membros de ratos submetidos a isquemia e reperfusão, evidenciando 
proteção dos tecidos estudados. 
 Nesse contexto, quando se avalia o transplante renal, a hipotermia estática ganha 
destaque pelo baixo custo associado a evidências de preservação e boa manutenção da função 
do órgão. Não há uma comprovação de melhor efeito de uma solução descrita sobre a outra, 
mas utilizam diferentes mecanismos para tentar evitar uma lesão maior provocada pela 
cascata de reações envolvidas no fenômeno de I/R. 
 É nesse contexto que são realizadas novas pesquisas na tentativa de prevenção dos 




 O objetivo do trabalho é a avaliação morfológica e fisiológica, por meio de 
marcadores inflamatórios, das alterações renais provocadas pela isquemia quente e comparar 
com o efeito protetor da solução preservadora M & G a baixa temperatura (15o C), avaliando 
a resposta frente ao processo de isquemia e reperfusão.  
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MATERIAL E MÉTODO 
4.1. Elaboração da solução 
Foi utilizada a solução desenvolvida no laboratório de Microprocedimentos e Pesquisa 
Vascular do Núcleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da Faculdade de Ciências 
Médicas  da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), solução M & G (Guillaumon, 
2005),  com proposta de proteção do tecido renal a isquemia, infundida a baixas temperaturas 
(aproximadamente 15o C). O objetivo principal da solução é, além de diminuir o metabolismo 
pela hipotermia, oferecer energia e eletrólitos reduzindo as alterações metabólicas geradas 
pela isquemia e reperfusão. 
A solução M & G tem a seguinte composição, com pH de 7,74: 
Bicarbonato de Sódio   0,84 GR 
Cloreto de Potássio     1,12 GR 
Cloreto de Sódio           7,4 GR 
Fosfato Monobásico     2,05 GR 
Glicose      38,5 GR 
Água Destilada     1000 ML   
4.2. Experimentação animal 
Ratos albinos (Rattus norvegicus), linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central 
da UNICAMP, foram utilizados neste estudo. No período do experimento, foram mantidos no 
Biotério do NMCE da UNICAMP, sob condições adequadas, água e ração específicas para a 
raça, “ad libitum”. Foram selecionados por meio de exame clínico excluindo os que 
apresentassem qualquer alteração ectoscópica. 
 Selecionaram-se 18 ratos machos, com noventa dias de idade, divididos em três 
grupos: 
GRUPO S: grupo sham, constituído de 6 ratos, expostos ao procedimento cirúrgico 
com dissecção do pedículo renal, sem a realização de isquemia e reperfusão. Esse grupo 
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objetiva a avaliação das condições externas e intraoperatórias relativas a indução anestésica 
dos animais. 
GRUPO C: grupo controle, formado por 6 ratos submetidos a isquemia do rim 
esquerdo, por um tempo de 20 minutos. Tempo de reperfusão de sete dias. 
GRUPO E: grupo estudo, constituído de 6 ratos, submetido a isquemia do rim 
esquerdo por período de 20 minutos, sendo que este foi perfundido com solução M & G, 
heparinizada, a baixa temperatura (15 graus celsius). Tempo de reperfusão de sete dias. 
  
4.3. Preparo pré-operatório e anestesia 
Os animais foram devidamente armazenados no ambiente do Biotério da Área 
Cirúrgica do NMCE, então anestesiados e pesados antes do procedimento cirúrgico. 
Foram selecionados para os grupos de forma aleatória. Todos os procedimentos 
experimentais foram realizados pelo mesmo pesquisador em condições constantes de 
temperatura, pressão e ruído da sala. Os animais de experimentação foram submetidos ao 
jejum pré-anestésico e avaliados quanto ao estado de hidratação, aspecto geral de pelagem, 
postura e consistência das fezes. Realizou-se a pesagem de cada rato selecionado a fim de 
comparar com o peso esperado para a média de idade e raça, além do adequado cálculo da 
dosagem de anestésico a ser infundido. 
Durante o procedimento, a anestesia foi realizada com a aplicação intraperitoneal de 
Quetamina/ Xilazina não ultrapassando a dose máxima de 80/10 mg por Kilograma dos 
fármacos respectivamente. A aplicação se deu no quadrante abdominal inferior direito com 
agulha de calibre 20 G. 
Após procedimento de anestesia, todos os ratos foram tricotomizados em região de 
parede abdominal xifopúbica. Então, fixados a prancha cirúrgica aquecida, marca Harvard a 
37o C, em decúbito dorsal horizontal, seguida de assepsia e antissepsia com álcool iodado 2%. 
4.4. Intra e pós operatório  
Inicialmente realizado incisão mediana supra-umbilical com lâmina de bisturi número 
23, abertura por planos da cavidade abdominal. Realizou-se o inventário da cavidade com 
deslocamento do intestino para a direita e exposição do rim esquerdo, mais facilmente 
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acessado pela incisão escolhida. Foram dissecadas a aorta supra e infra-renal, isolando as 
estruturas com fio de algodão 3.0. Após, colocação de pinças hemostáticas na aorta, na ordem 
distal para proximal, provocando a isquemia dos tecidos. Cateterizou-se a aorta infra-renal 
acima da pinça distal com agulha 30G 1/2, e iniciou-se a infusão a solução M & G. O tempo 
de isquemia e perfusão da solução preservadora totalizou 20 minutos de forma contínua, em 
bomba de infusão ( 3 microgotas por mim, num total máximo de 1 mililitro) (Figura 6). 
Retirado a cateterização, foi aplicado um ponto em x no local da punção de forma hemostática 
com mononylon 10.0. Liberação do clampeamento, de proximal para distal, e revisão da 
hemostasia. Para finalizar o ato operatório, realizada a sutura contínua em dois planos da 
parede abdominal com mononylon 4.0. No grupo controle, o procedimento ocorre de forma 
semelhante, exceto pela ausência de perfusão da solução preservadora e por conseguinte, a 
cateterização da aorta. 
Os ratos foram observados na recuperação anestésica, permanecendo na mesma sala 
na qual foi realizada o procedimento cirúrgico por 24 horas, com reversão completa da 
anestesia geral e reintrodução da dieta, para depois serem encaminhados ao biotério do 
NMCE, onde permaneceram por 7 dias de pós operatório, em ciclo artificial claro/escuro de 
12 horas, até a eutanásia. 
Figura 6- Passos do intraoperatório. A- Dissecção e isolamento do pediculo vascular (Aorta e 
Artéria Renal Esquerda). B e C- Clampeamento supra e infrarenal e cateterização da Aorta 
com infusão de solução M&G, perfundindo o rim esquerdo. 
CA
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4.5. Avaliação do tecido renal 
A eutanásia dos ratos foi realizada em câmara de gás carbônico após o sétimo dia de 
pós operatório e na sequência realizado a coleta e identificação dos rins esquerdo dos grupos 
S, C e E. O material foi previamente fixado em formalina a 10% e emblocados em parafina, 
sendo submetidos a cortes histológicos de 4 micrômetros de espessura, os quais foram 
alocados em lâminas silanizadas, depois desparafinados com 3 banhos de xilol à temperatura 
ambiente. Após, as lâminas foram banhadas em três álcoois absolutos, um álcool 80% e um 
álcool 50% para hidratação progressiva. Foram, então, lavadas em água corrente por três 
minutos e passadas em água destilada. Realizou-se as reações para coloração do Hematoxilina 
e Eosina (H&E).  
Para reação de imunoperoxidase, houve inibição da peroxidase endógena colocando as 
lâminas foram banhadas por 5 minutos cada, em solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) à 
temperatura ambiente e novamente lavadas em água corrente por 3 minutos e passadas em 
água destilada. Colocou-se no vapor em tampão Tris-EDTA 0,05M pH 8,9 por 30 min a 95oC 
(HIF, IL-8 e TNF-alfa) ou tampão citrato pH 6,0 (VEGF). Na recuperação antigênica as 
diluições foram: VEGF - 1:100, HIF - 1:100, IL8 - 1:50 e TNF-alfa - 1:500. Após, foram 
lavadas e deixadas mergulhadas em PBS (phosphate buffer saline). Após secagem, foram 
pingados os anticorpos primários específico, previamente diluídos em BSA (Albumina 
Bovina) e incubadas em estufa a 37oC por 30 minutos e após 16-20 horas (overnight) a 4oC 
em câmara úmida. Numa segunda etapa, as lâminas foram novamente lavadas em PBS. Após, 
foram pingados o tampão DAB (diamino-benzidina) com Cromógeno sobre os cortes até 
inicio da coloração. Após o material ter sido lavado novamente, contra-corado com 
hematoxilina de Mayer, desidratado e as lamínulas coladas com resina de Etellan®.  Em 
seguida, o material foi submetido a avaliação imuno-histoquímica, identificando as alterações 
funcionais por meio de citocinas (IL-8, HIF, VEGF e TNF-alfa). 
4.5.1. Análise morfológica 
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Na avaliação com microscopia óptica, tendo o material sido corado com H&E, foram 
fotografados 10 campos de médio aumento (40X) com câmera digital Nikon, modelo 995, 
acoplada ao microscópio (Axio Lab.A1, Zeiss) e conectada a um computador, permitindo a 
visualização instantânea das imagens no monitor, sendo armazenadas em arquivo TIFF, sem 
artefatos técnicos, cada um contendo o maior número de células da região cortical, avaliando 
a região dos túbulos renais, buscando o maior número de células desse segmento. 
 O objetivo foi de se verificar as alterações morfológicas produzidas pelos dois 
mecanismos de isquemia, quente e sob solução preservadora, identificando presença de sinais 
de necrose tubular aguda, como núcleos picnóticos, cariólise, acidofilia e perda do arcabouço 
tubular. 
O estudo morfológico quantitativo, ocorreu, então, por uma análise histomorfométrica 
do tecido renal. Através do software IMAGEJ® 71, (Figura 7) em cada imagem histológica, 
foram feitas as contagens do número de células positivas para NTA e o número total de 
células por campo, com o objetivo de estabelecer uma razão de células que possuíam 
alterações morfológicas pelo número total de células, estabelecendo a razão de lesão. Os 
dados foram tabulados para análise estatística subsequente. 
Figura 7- Uso do software IMAGEJ® para conta contagem de células com alterações 
decorrentes da NTA.
 44
4.5.2. Análise da expressão imuno-histoquímica 
Em seguida, o material foi submetido a avaliação imuno-histoquímica, identificando 
as alterações funcionais por meio de citocinas (IL-8, HIF, VEGF e TNF-alfa). 
A interpretação da expressão dos marcadores acima citados se deu na forma da 
identificação de células com marcação citoplasmática. Foram fotografadas em cada lâmina da 
reação de cada marcador, três campos de médio aumento (40X), com a câmera digital Nikon, 
modelo 995, acoplada ao microscópio (Axio Lab.A1, Zeiss) e conectada a um computador, 
permitindo a visualização instantânea das imagens no monitor, sendo armazenadas em 
arquivo TIFF, sem artefatos técnicos, as áreas de maior representatividade da região cortical 
do tecido renal. 
O estudo da expressão dos marcadores de forma quantitativa, ocorreu, então, por uma 
análise histomorfométrica do tecido renal. Através do software IMAGEJ®, em cada imagem 
histológica, foram feitas as contagens do número de células positivas para cada marcador 
estudado e o número total de células por campo, com o objetivo de estabelecer uma razão de 
positividade. Os dados foram tabulados para análise estatística subsequente. 
Ainda nessa avaliação, buscou-se avaliar a intensidade da imunomarcação para os 
marcadores IL-8, HIF, VEGF e TNF-alfa. Fazendo uso das imagens capturadas, a 
quantificação da intensidade da marcação foi realizada através do programa IMAGEJ®. 
Realizou-se a conversão para a escala de cinza de 8 bits. Após esses passos, foi realizada uma 
segmentação semi-automática através da ferramenta thershold corrigindo a marcação de 
interesse e diminuindo a marcação de fundo. Assim, pode-se avaliar a quantidade de pixels de 
cada imagem fornecendo um valor numérico correspondente à intensidade da marcação.72 
(Figura 8) 
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Figura 8 - Avaliação da intensidade da expressão dos marcadores pelos pixels da imagem. 
6) Tratamento estatístico 
Para descrever o perfil da amostra segundo as variáveis em estudo, foram feitas 
tabelas frequência das variáveis categóricas (grupo), com valores de frequência absoluta (n) e 
percentual (%) e estatísticas descritivas das variáveis numéricas (marcadores inflamatórios e 
intensidade de reação), com valores de média, desvio padrão, valores mínimo e máximo, 
mediana e quartis. 
Para comparação dos marcadores inflamatórios e intensidade de reação entre os 3 
grupos de ratos (sham, controle e estudo) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, devido à 
ausência de distribuição Normal das variáveis e do tamanho reduzido dos grupos. Optou-se 
por realizar uma análise complementar entre os grupos controle e estudo, com o teste de 
Mann-Whitney. 
 O nível de significância adotado para os testes estatísticos foi de 5%, ou seja, P<0.05.  
 Para a análise  estatística foi utilizado o programa computacional The SAS System for 




1) Análise descritiva geral 
  
 A tabela 2 e 3, a seguir, apresenta as tabelas de frequência e estatísticas descritivas das 
variáveis para caracterização da amostra (n=18). 
Tabela 2. Análise descritiva das variáveis categóricas. 
Tabela 3. Análise descritiva das variáveis numéricas. 
2) Avaliação morfológica 
 A análise em microscopia óptica das lâminas coradas com H&E dos grupos S, C e E 
evidenciou alterações estruturais principalmente na região do córtex renal, pela ampla 
atividade metabólica dos túbulos. Pode-se caracterizar uma alteração mais evidente com 
presença de sinais de necrose tubular aguda, como núcleos picnóticos, cariólise, acidofilia e 
perda do arcabouço tubular (Figura 9), apresentando diferença significativa com p=0,006, 
comparando o grupo Sham aos controle e estudo. Não  se evidenciou diferenças entre os 
grupos C e E. (Figura 10) 
 
GRUPO    Frequência     Percentagem 
------------------------------- 
C                6       33.33 
E                6       33.33 
S                6       33.33 
VARIÁVEL       N    MÉDIA      D.P.     MÍN        Q1      MEDIANA       Q3        MÁX  
-------------------------------------------------------------------------------------- 
HE            18    12.47     5.51     2.00        7.60     13.00       18.00    22.00 
TNF           18    62.53    39.73     0.00       13.70     81.95       100.0    100.0 
IL8           18    74.91    24.31    22.80       67.00     84.70       87.80    100.0 
VEGF          18    36.99    13.07    12.40       29.60     36.25       45.80    60.90 
HIF           18     7.63     9.72     0.00        0.00      1.58       15.80    24.00 
IntensTNF     18    66.25    12.21    41.19       58.40     68.29       74.83    84.56 
IntensIL8     18    67.33    12.79    41.92       56.70     70.83       79.95    82.56 
IntensVEGF    18    55.98    10.11    32.10       48.18     57.35       63.48    69.73 








Figura 9 - Presença de alterações morfológicas evidenciando processo 
de NTA no grupo C. A - acidofilia; B - núcleo picnótico; C - perda do 
arcabouço tubular.
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3) Avaliação imunohistoquímica 
 Na avaliação imunohistoquímica buscou-se as presença de coloração e identificação 
dos anticorpos que tem localização principalmente no citoplasma. Buscou-se analisar os 
campos de maior concentração dos marcadores, na região cortical do rim. A tabela 4, a seguir, 
apresenta as comparações dos marcadores inflamatórios e das intensidades de reação dos 
marcadores entre os 3 grupos de ratos (S, C e E). 
 Verificou-se, pelos resultados estatísticos, que para o TNF-alfa houve diferenças entre 
os três grupos com p<0,05, identificando diferenças entre Sham X Controle, Sham X Estudo, 
e também diferenças significativas entre o Controle X Estudo comparando as diferenças entre 
intensidade da marcação. (Figura 11) 
 Não houve diferença entre os 3 grupos quando comparados pela IL-8 nos valores 
totais, mas houve diferença entre o Sham comparado ao Controle e Estudo  na intensidade da 
mesma. (Figura 12) 
 O VEGF evidenciou diferença entre o grupo S comparado ao grupo controle. Não 
houve diferenças entre os grupos S e E e os grupos C e E, mas houve tendência de diminuição 
da expressão dos valores de VEGF no grupo experimento quando confrontados com o grupo 
controle. Nas intensidades de reação à expressão do VEGF não houve diferença. (Figura 13) 
 HIF não foi identificado no grupo Sham, portanto, quando comparado aos grupos C e 
E, houve aumento significativo na expressão do marcador quando submetido a isquemia 
quente ou fria com proteção. (Figura 14) 
 Numa outra análise, excluindo o grupo Sham e comparando apenas os grupos 
Controle e Experimento, verificou-se diferença significativa entre os dois grupos para VEGF 
e intensidade de TNF-alfa, maiores no grupo controle. (Tabela 5) 
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Tabela 4. Comparação dos marcadores inflamatórios e intensidade de reação entre os 3 
grupos de ratos (sham, controle e estudo). 
* Valor-P referente ao teste de Kruskal-Wallis para comparação das variáveis entre os 3 grupos. 
Tabela 5. Comparação dos marcadores inflamatórios e intensidade de reação entre os grupos 
controle e estudo.
 * Valor-P referente ao teste de Mann-Whitney para comparação das variáveis entre os 3 grupos. 
GRUPO    VARIÁVEL      N    MÉDIA     D.P.      MÍN       Q1    MEDIANA       Q3        MÁX   VALOR-P* 
-------------------------------------------------------------------------------------------   ------- 
S        TNF           6    11.05    12.19     0.00       0.00     9.75      13.70    33.10   P=0.002 -> S≠E, S≠C 
         IL8           6    59.78    29.05    22.80      34.20    64.45      85.00    87.80   P=0.268 
         VEGF          6    29.82    13.19    12.40      18.90    30.15      39.50    47.80   P=0.038 -> S≠C 
         HIF           6     0.00     0.00     0.00       0.00     0.00       0.00     0.00   P=0.006 -> S≠E, S≠C 
         IntensTNF     6    52.74     7.28    41.19      46.91    55.09      58.40    59.73   P<0.001 -> S≠E, S≠C, E≠C 
         IntensIL8     6    52.20     7.84    41.92      47.95    51.02      56.70    64.60   P=0.003 -> S≠E, S≠C 
         IntensVEGF    6    55.96    13.65    32.10      50.63    57.83      67.67    69.73   P=0.751 
         IntensHIF     6    47.49     7.01    40.23      40.84    46.70      51.63    58.85   P=0.128 
C        TNF           6    94.55     9.58    76.50      90.80   100.00     100.00   100.00 
         IL8           6    82.32    23.01    37.70      84.50    85.85     100.00   100.00 
         VEGF          6    47.25    10.66    37.10      39.60    42.90      60.10    60.90 
         HIF           6    15.97     8.90     0.90      10.70    19.05      22.50    23.60 
         IntensTNF     6    78.55     5.83    68.90      74.83    80.32      82.39    84.56 
         IntensIL8     6    76.50     5.18    69.48      72.18    77.28      80.24    82.56 
         IntensVEGF    6    54.85     7.93    42.81      48.18    56.57      61.51    63.48 
         IntensHIF     6    45.06     5.32    40.67      40.71    42.92      50.70    52.44 
E        TNF           6    81.98    16.14    53.40      74.70    87.45      88.90   100.00 
         IL8           6    82.63    14.93    67.00      70.00    79.40     100.00   100.00 
         VEGF          6    33.90     9.67    21.70      29.60    32.95      35.40    50.80 
         HIF           6     6.94     9.41     0.00       0.00     2.97      11.68    24.00 
         IntensTNF     6    67.46     4.12    60.37      65.35    68.29      71.08    71.36 
         IntensIL8     6    73.28     7.05    65.50      65.89    72.73      80.76    82.06 
         IntensVEGF    6    57.12     9.76    44.20      46.87    59.72      64.45    67.78 
         IntensHIF     6    53.87     6.96    48.60      49.71    51.08      55.51    67.23 
GRUPO_   VARIÁVEL      N    MÉDIA     D.P.      MÍN       Q1    MEDIANA       Q3        MÁX   VALOR-P* 
-------------------------------------------------------------------------------------------   ------- 
C        TNF           6    94.55     9.58    76.50      90.80   100.00     100.00   100.00   P=0.068 
         IL8           6    82.32    23.01    37.70      84.50    85.85     100.00   100.00   P=0.744 
         VEGF          6    47.25    10.66    37.10      39.60    42.90      60.10    60.90   P=0.025 
         HIF           6    15.97     8.90     0.90      10.70    19.05      22.50    23.60   P=0.199 
         IntensTNF     6    78.55     5.83    68.90      74.83    80.32      82.39    84.56   P=0.010 
         IntensIL8     6    76.50     5.18    69.48      72.18    77.28      80.24    82.56   P=0.522 
         IntensVEGF    6    54.85     7.93    42.81      48.18    56.57      61.51    63.48   P=0.522 
         IntensHIF     6    45.06     5.32    40.67      40.71    42.92      50.70    52.44   P=0.055 
E        TNF           6    81.98    16.14    53.40      74.70    87.45      88.90   100.00 
         IL8           6    82.63    14.93    67.00      70.00    79.40     100.00   100.00 
         VEGF          6    33.90     9.67    21.70      29.60    32.95      35.40    50.80 
         HIF           6     6.94     9.41     0.00       0.00     2.97      11.68    24.00 
         IntensTNF     6    67.46     4.12    60.37      65.35    68.29      71.08    71.36 
         IntensIL8     6    73.28     7.05    65.50      65.89    72.73      80.76    82.06 
         IntensVEGF    6    57.12     9.76    44.20      46.87    59.72      64.45    67.78 
         IntensHIF     6    53.87     6.96    48.60      49.71    51.08      55.51    67.23
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Figura 11 - Estudo da imunohistoquímica do TNF-alfa. A- Grupo Controle. B- Grupo Estudo. 
Nestas figuras pode-se destacar que houve diferença na intensidade da coloração do C (A) 
comparado ao grupo E (B). 
 
Figura 12 - Estudo da imunohistoquímica da IL-8. A- Grupo Controle. B- Grupo Estudo. 





Figura 13 - Estudo da imunohistoquímica do VEGF. A- Grupo Controle. B- Grupo Estudo. 
Evidenciou-se maior expressão do VEGF no grupo C (A) quando comparado ao grupo E (B) 
 
Figura 14 - Estudo da imunohistoquímica do HIF. A- Grupo Controle. B- Grupo Estudo. Não 





 Os mecanismos de isquemia e reperfusão renal são complexos e envolvem diversas 
vias envolvendo hipóxia, liberação de espécies reativas de oxigênio, acúmulo de neutrófilos, 
liberação de radicais livres de oxigênio e enzimas líticas. As alterações morfo-funcionais 
resultantes desse processo estão relacionadas ao tempo de isquemia e a capacidade do tecido 
de tolerar a anaerobiose.3,5 
 A análise realizada do tecido renal concentrou-se nas alterações evidenciadas no 
córtex, principalmente, por lá encontrarem-se os túbulos proximais, que apresentam ampla 
atividade metabólica para a regulação hidroeletrolítica.  
 Nesse processo de I/R, concentraram-se esforços para melhorar as técnicas para 
diminuição das lesão provocadas. A hipotermia, por sua ação de lentificação do metabolismo 
celular e redução do estresse oxidativo e da inflamação dos tecidos, tem sido amplamente 
utilizada com esse fim.68 Ademais, existem soluções preservadoras que também tem por 
objetivo melhorar os ambientes com características intracelulares ou extracelulares.70 Nesse 
contexto, o experimento objetivou a avaliação da resposta inflamatória dos tecidos de cada 
rato, divididos em grupos S, C e E. 
 Na análise morfométrica, foi possível identificar diferenças significativas entre o 
grupo S (não submetido a I/R), comparado a grupos C e E. Nas lesões provocadas nesse 
segmento renal, ficam evidentes alterações que representam necrose tubular aguda com 
critérios de microscopia óptica: núcleo picnótico, cariorréxis e/ou ruptura da membrana 
celular.73 Essas alterações são amplamente corroboradas pela literatura e evidenciaram a 
presença de lesões decorrentes do processo I/R. A isquemia fria associada a solução protetora 
M&G, nesse quadro que é considerado agudo pelo tempo curto de isquemia (20 min), não foi 
capaz de impedir alterações estruturais no tecido renal quando comparado ao grupo controle. 
Esse tempo de Isquemia, é reafirmado por outros estudos evidenciando injúrias relativamente 
discretas no tecido renal, avaliando a isquemia quente.73 
 Quando avaliam-se as soluções preservadoras, em outros trabalhos com diferentes 
períodos de isquemia e reperfusão, evidenciaram-se lesões menos frequentes na Solução de 
Collins, solução de diálise peritoneal, comparado a infusão de solução fisiológica.74  
 As características para a solução preservadora ideal estão vinculadas a uma menor 
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substratos energéticos e incorporadores de peróxidos, mantendo mais estável a membrana 
celular. Além disso, a composição, pressão e tempo de perfusão são de extrema importância 
para a conservação do tecido renal. 
 Para validar a capacidade ou não de preservação do tecido renal para a solução M&G, 
aprofundou-se o estudo na avaliação molecular com a produção de citocinas inflamatórias. 
 Reforçando as funções das citocinas, são moléculas capazes de regular crescimento, 
morte, diferenciação e função das células. Assim, a atividade metabólica dos tecidos renais 
pode ser avaliada por mediadores inflamatórios, identificando a intensidade das reações, e 
portanto, as proporções das alterações encontradas no tecido em decorrência do processo de 
isquemia e reperfusão. 
 A produção do TNF-alfa está relacionada a disparos produzidos pelas espécies reativas 
de oxigênio, decorrentes da I/R. Os efeitos dessa molécula sobre o rim estão relacionados a 
diminuição do fluxo de sangue glomerular e taxa de filtração, além de induzir a síntese de 
outros mediadores pró-inflamatórios como IL-1, aumento da permeabilidade glomerular, 
provocando depósito de fibrina e estimulando a infiltração celular, por ativação de moléculas 
de adesão como ICAM-1 e selectina, além de promover a apoptose.50,51 
 Quando se avaliou a imunohistoquímica, e portanto a contagem de células positivas 
para a o marcador TNF-alfa, identificou-se alterações entre o S e os grupos C e E. Na 
contagem, não se observou diferenças entre C e E, mas quando se avalia a intensidade de 
reação obtida pela análise dos pixels, a intensidade é maior no grupo controle comparado ao 
grupo de estudo. Isso evidencia uma menor intensidade do processo inflamatório com a 
solução preservadora M&G, e assim, um efeito protetor na avaliação molecular. Estudos 
avaliando o uso de Alopurinol na I/R renal também evidenciam downregulating dos níveis de 
TNF-alfa, semelhante ao observado com a solução de proteção renal M&G.64 
 Durante o processo de isquemia e reperfusão, ocorre a liberação de VEGF que tem 
função de neovascularização, com proliferação, migração e remodelamento endotelial.58, 59 
Esse processo é reafirmado por Hao et al.,75 como o que avaliou a expressão por testes de 
RNA mensageiro da produção de VEGF, que está elevada após I/R. No experimento realizado, 
essa elevação da expressão do VEGF foi identificada comparando os grupos S com C. Na 
avaliação entre o grupo E com os demais grupos não houve diferença estatisticamente 
significante, mas quando comparado C e E isoladamente isso se confirma evidenciando um 
efeito protetor da solução M&G sobre a expressão do processo inflamatório. Assim, há uma 
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tendência de diminuição do processo inflamatório e uma menor expressão da angiogênese. 
Normalmente, o endotélio não tem atividade mitótica exacerbada, mas em decorrência do 
estímulo produzido pela isquemia e pela maior produção de HIF, estimulando a produção de 
VEGF, decorre a angiogênese e aumento da permeabilidade dos vasos sanguíneos, regulando 
a vasculogênese.76 
 Sabendo da importância no processo de resposta à isquemia, foi avaliado o HIF que 
tem função de regulação protéica como adaptação tecidual. A inibição do HIF durante a I/R 
mostra a intensificação da resposta deletéria, enquanto que o acúmulo é protetor.77 Não houve 
diferenças na expressão do HIF quando comparados aos grupos C e E, nem comparando a 
intensidade das reações. Em avaliações anteriores da solução M&G na infusão durante 
processo de I/R de membros, com variações de tempo de isquemia (180min), a solução 
apresentou certa proteção aos tecidos perfundidos comparando períodos maiores de exposição 
a isquemia na avaliação do HIF e ausência de diferenças entre os grupos quanto ao VEGF.78 
 A IL-8 tem como principal função a capacidade de estimular o processo de ativação 
leucocitária, induzindo mudanças de forma, adesão e diapedese, polimerização de actina e 
degranulação,79 Normalmente, tem baixa expressão no organismo, mas ao mínimos estímulos 
tendem a se elevar durante esse processo.62 Nos resultados não se encontraram diferenças 
fisiológicas na morfofisiologia do experimento, mas evidenciaram-se diferenças na 
intensidade de coloração, corroborando a expressão baixa em períodos sem a agressão da I/R 
e mais elevadas em períodos de estresse metabólico. Além disso, pelo TNF se um dos 
estímulos importantes na expressão da IL-8, a diminuição da expressão desse pode reforçar o 
efeito protetor da solução M&G no tecido renal submetido a isquemia e reperfusão. 
 O trabalho teve como principal objetivo demonstrar a proteção celular produzida por 
uma solução utilizada durante o período de isquemia, interferindo no metabolismo celular, de 
forma a não permitir a formação de radicais livres e diminuir a complexa cascata 
desencadeada pelo processo de I/R. E evidenciou-se a menor atividade pró-inflamatória 
comparando marcadores como TNF-alfa e VEGF, considerando um curto espaço de tempo na 
produção da isquemia e a avaliação dos resultados numa fase aguda do processo. 
 55
CONCLUSÃO 
 O processo de isquemia e reperfusão é uma complexa cadeia de reações que podem 
desencadear alterações moleculares e estruturais. Nessa avaliação, é necessário pesquisas que 
busquem reduzir os danos. Houve, então, o efeito protetor da solução M&G a 15oC em 
comparação à isquemia sem infusão de solução preservadora, pois identificou redução na 
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